This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the 
original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problems Mailbox. 



THIS PAGE BLANK (uspro) 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTEL LECTUELLE 
Bureau internal iona I 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51 > Classification internationale des brevets 6 : 
C12N 5/10 



Al 



(11) Nume>o de publication internationale: WO 97/40139 

(43) Date de publication internationale: 30 octobre 1997 (30.10.97) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR 97/00709 

(22) Date de depot international: 18 avril 1997 (18.04.97) 



(10) Donnees relatives a la prioritl: 

96/04964 19 avril 1 996 ( 1 9 .04.96) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sau/US): NEUROTECH 

S.A. [FR/FRJ; 69, rue Lecourbe, F-75015 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): GREENWOOD, John 
fGB/GBJ; 21 Champion Grove, Camberwell, London SE5 
8BN (GB). ADAMSON, Peter [GB/GBJ; 5 Lome Gar- 
dens. Shirley, Croydon CR0 7RZ (GB). LUND, Raymond 
IGB/GB1; 18 Quaker Court. Banner Street, London ECIY 
8QA (GB). 

(74) Mandatairc: CABINET ORES; 6, avenue de Messine, F-75008 
Paris (FR). 



(81) Etats designed: AU, CA, JP. NZ^USJ brevet europeen (AT. 
BE. CH ? DE, DK, ES. Fl. FRNGB/gR, IE. IT. LU. MC. 
NL. PT. SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 

Avant ('expiration du d6\ai prdvu pour la modification des 

revendications. sera republiee si de telles modifications son/ 

recues. 



(54) Title: IMMORTALIZED RETINAL CELL LINES AND THEIR APPLICATION 
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(57) Abstract 

The invention features immortalized retina-derived (retinal endothelial or retinal epithelial pigmentary) cell lines capable of being 
implanted in the retina and of carrying a therapeutic substance to the eye and to the central nervous system. Such lines can also be used 
as a model for studying blood central nervous system interfaces. These lines arc derived from primary retinal cultures selected from the 
group consisting of primary retinal endothelial cells and primary retinal epithelial cells, comprise a nucleic acid fragment containing at least 
one immortalizing fragment of a heat-sensitive viral oncogene, which nucleic fragment is optionally associated with at least one selection 
gene, and have the morphological characteristics and at least the expression characteristics of the surface antigens of corresponding primary 
cultures. 



(57) Abree6 

Lignees cellulaires immortal is£es, d'origine r6tinienne (endoth6liale retinienne et 6pitheJiale pigmentaire retinienne) aptes a etre j 
implantees dans la n*tine et aptes a vehiculer une substance d'inteYet therapeutique au niveau de Toeil et du systeme nerveux central, i 
De telles lignees peuvent egalement servir de modete delude des interfaces sang-systeme nerveux central. Ces lignees sont ddrivees 
de cultures primaires rdtiniennes selectionnees dans le goupe constitue* par les cellules endothelials reuniennes primaires et Ies cellules 
primaires epithlliales de nftine, comprennent un fragment d'acide nucleique comprenant au moins un fragment immortalisant d'un oncogene 
viral thermo-sensible, lequel fragment d'acide nucleique est eventuellement associe' a au moins un gene de selection et presentent les 
caracte>istiques morphologiques et au moins les caracteristiques d 'expression des antigenes dc surface des cellules de cultures primaires 
correspondantes. 
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LIGNEES IMMORTALISEES DE CELLULES RETINIENNES ET LEURS APPLICATIONS 

5 La presente invention est relative a de nouvelles lignees cellulaires 

immortalisees, d'origine retinienne (endotheliaie retinienne et epitheliale pigmentaire 
retinienne) aptes a etre implantees dans la retine et aptes a vehiculer une substance 
d'interet therapeutique au niveau de Poeil et du systeme nerveux central. De telles 
lignees peuvent egalement servir de modele d* etude des interfaces sang- systeme ner- 

0 veux central. 

Aussi bien la barriere hemato-encephalique que la barriere hemato- 
retinienne sont importantes dans le controle du passage de substances vers et a partir 
du parenchyme neural, notamment dans le maintien de Phemostase. 

Dans la retine, la barriere hemato-retinienne comprend deux types 
5 cellulaires distincts, qui sont separes anatomiquement. L* endothelium vasculaire reti- 
nien, qui alimente la portion anterieure de la retine, est actuellement considere comme 
etant de structure identique a celle de r endothelium cerebral (Towler et al., J. Physiol., 
1994, 480, 10-1 IP), alors que les cellules de Tepithelium pigmentaire retinien 
recouvrent les vaisseaux permeables de la circulation choroidienne et forment la 
barriere posterieure au moyen de leurs jonctions apicales serrees et sont en conse- 
quence similaires aux cellules epitheliales a jonctions serrees des plexus choroides. 

Les endotheliums cerebral et retinien sont de nature differente de 
Pendothelium peripherique et n'ont pas pour uniques fonctions d'exprimer des jonc- 
tions serrees et de former une barriere physique. D'autres proprietes de Tendothelium 
contribuent a la nature specialisee de cette barriere ; il s'agit en particulier de la distri- 
bution et de l'expression de substances telles que le transporter du glucose (GLUT- 
1), le recepteur de ia transferrin et le produit depression du gene de resistance aux 
medicaments, la P-glycoproteine (Pgp). 

Les endotheliums cerebral et retinien different egalement de 
P endothelium peripherique, par leur permeabilite aux leucocytes circulants. 

L' etude in vitro des mecanismes moleculaires de P induction du 
phenotype endothelial presente ('inconvenient d'etre dependante de la disponibilite en 
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cultures cellulaires primaires de cellules endothelials de vaisseaux cerebraux ou reti- 
niens ou de cellules epitheliales pigmentaires de la retine. 

Pour ce qui concerne le transfers in vivo, ('utilisation de tissus ner- 
veux primaires d'origine foetale, pour la transplantation cellulaire, en therapie humaine 
5 est une source de nombreux problemes ethiques et pratiques ; une alternative a ce pro- 
bleme est Tutilisation de lignees cellulaires primaires d'origine neurale (neurones, 
cellules gliales, astrocytes par exemple) ou de lignees cellulaires non neurales 
(fibroblastes, myoblastes, cellules chromafFines de la medullo-surrenale, hepatocytes 
par exemple). Bien que les lignees cellulaires de medullo-surrenale, de fibroblastes ou 

10 de myoblastes puissent effectivement liberer des substances actives in vivo, elles ne 
sont pas normalement presentes dans le systeme nerveux central, peuvent modifier la 
fonction normale du systeme nerveux et entrainer une reaction de rejet. 

En raison de Theterogeneite des cellules endothelials des differents 
tissus, influencee par Tenvironnement de ces cellules, il etait imponant de pouvoir dis- 

15 poser de cellules adaptees a Tenvironnement retinien, pour disposer d'outils permettant 
une bonne integration morphologique et physiologique des cellules, lorsqu'elles sont 
implantees ou greffees. 

En consequence, les Inventeurs se sont donnes pour but de pourvoir 
a des lignees de cellules immortalisees, derivees de cultures primaires de V endothelium 

20 de la barriere hemato-retinienne et de V epithelium pigmentaire retinien de mammifere, 
notamment de rongeurs et plus particulierement de rats, qui repondent mieux au besoin 
de la pratique, notamment en ce que toutes les lignees obtenues sont stables et pre- 
sentent la plupart des caracteristiques des cellules differenciees. 

La presente invention a pour objet des lignees immortalisees de 

25 cellules de mammiferes, caracterisees en ce qu'elles sont derivees de cultures primaires 
retiniennes, selectionnees dans le groupe constitue par les cellules endothelials 
retiniennes primaires et les cellules primaires epitheliales de retine, en ce qu'elles 
comprennent un fragment d'acide nucleique comprenant au moins un fragment immor- 
talisant d'un oncogene viral thermo-sensible, lequel fragment d'acide nucleique est 

30 eventuellement associe a au moins un gene de selection et en ce qu 'elles presentent, de 
maniere stable, les caracteristiques morphologiques et au moins les caracteristiques 
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d' expression des antigenes de surface des cellules de cultures primaires correspon- 
dantes. 

On entend par stabilite, le maintien des caracteristiques morpho- 
logiques et phenotypiques des lignees immortalisees au moins jusqu'a 30 passages et 
5 meme jusqu'a plus de 50 passages, 

Selon un mode de realisation avantageux desdites lignees, elles sont 
derivees de cellules endotheliales retiniennes et presentent au moins les caracteristiques 
morphologiques et d' expression antigenique des cellules endotheliales retiniennes de 
culture primaire ; morphologie fiisiforme, expression des marqueurs des tissus endo- 
10 theliaux tel que RECA-1, expression constitutive de marqueurs specifiques de 
l'endothelium de SNC tels qu'au moins P-glycoproteine, GLUT-1 et recepteur de la 
transferring absence d'expression d'antigenes de surface specifiques des cellules endo- 
theliales cerebrales, tel que Tantigene 1 A8B. 

Seion un autre mode de realisation avantageux desdites lignees,. elles 
15 sont derivees de cellules epitheliales pigmentaires de retine et presentent les caracteris- 
tiques morphologique et d'expression antigenique des cellules epitheliales pigmentaire 
retiniennes de culture primaire : morphologie pavimenteuse, expression de RET-PE2 et 
des cytokeratines. 

-De maniere surprenante, de telles cellules ne different pas dans leur 
20 expression des caracteristiques des cellules endotheliales retiniennes differenciees ou 
des cellules epitheliales pigmentaires retiniennes differenciees. 
En outre : 

les cellules epitheliales pigmentaires retiniennes sont capables, in 
vivo, de s'integrer de maniere appropriee a la cytoarchitecture de la retine d*un mam- 

25 mifere hote sans proliferer et de prevenir la perte des photorecepteurs, notamment chez 
le rat de souche RCS {Royal College Surgeon) et 

. les cellules endotheliales retiniennes sont capables, in vitro, de servir 
de modele de la barriere hemato-retinienne, en Y absence ou en presence des cellules 
epitheliales pigmentaires retiniennes. 

30 Selon un autre mode de realisation avantageux desdites lignees, le 

fragment d'acide nucleique comprenant au moins un fragment immortaiisant d'un 
oncogene contient un fragment d*un oncogene grand T de SV40 thermo-sensible. 
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On a ainsi obtenu : 

. des cellules endothelials retiniennes immortalisees, denommees 
IO/JG2/1, fusiformes comme ies cellules de culture primaire et exprimant les 
marqueurs specifiques des cellules endotheliales du SNC precites ainsi que les memes 
5 antigenes de surface et les memes antigenes du systeme majeur d'histocompatibilite que 
les cellules endotheliales retiniennes de culture primaire, et 

des cellules epitheliales pigmentaires retiniennes immortalisees, 
denommees IO/LD7/4, tres similaires aux cellules de culture primaire ; bien que non 
pigmentees, ces cellules expriment Pantigene specifique RET-PE2 et les cytokeratines. 
10 Conformement a Pinvention, les cellules endotheliales retiniennes 

immortalisees, denommees IO/JG2/1, ont ete deposees sous le n° 1-1695 en date du 18 
avril 1996 aupres de la Collection nationale de Cultures de Micro-organismes tenue par 
PInstitut Pasteur. 

Conformement a Pinvention, les cellules epitheliales pigmentaires 
15 retiniennes immortalisees, denommees IO/LD7/4 ont ete deposees sous le n° 1-1694 en 
date du 18 avril 1996 aupres de la Collection nationale de Cultures de Micro- 
organismes tenue par PInstitut Pasteur. 

La presente invention a egalement pour objet des lignees cellulaires 
issues des lignees immortalisees telles que definies ci-dessus denommees ci-apres 
20 lignees de cellules vectrices, caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une 
lignee cellulaire telle que definie ci-dessus associee a un vecteur d J expression compre- 
nant une sequence codant pour un polypeptide, une proteine ou un vecteur viral, 
eventuellement associe a au moins un gene de selection et eventueliement au moins un 
gene marqueur et en ce qu'elles sont capables in vivo de s'integrer a la retine et 
25 notamment a Tespace sous-retinien d'un mammifere hote, a prevenir la pene des 
photorecepteurs et a produire ledit peptide, ladite proteine ou ledit vecteur viral. 

On entend au sens de la presente invention, par vecteur d 1 expression, 
tout fragment d'acide nucleique integre dans le genome ou present au niveau cyto- 
plasmique desdites lignees cellulaires et capable de permettre P expression desdits poly- 
30 peptides, proteine ou vecteur viral. 

L'ensemble des lignees selon la presente invention (lignees cellulaires 
et lignees vectrices) a Pavantage de constituer une source pure, homogene et suffisante 
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de cellules cTorigine retinienne, en vue d'une application reproductible aux 
transplantations, notamment parce que P ensemble de ces lignees presentent le pheno- 
type des lignees de cultures primaires. 

En ce qui concerne plus particulierement les lignees vectrices, elles 
5 s'integrent bien a la vascularisation retinienne, sont tres bien tolerees et liberent in vivo, 
sur une longue periode, la substance active qu'elles expriment et trouvent application 
dans la preparation d'une composition pour le traitement des troubles primaires ou 
secondaires ophtaimologiques ou neurologiques. 

La presente invention a en outre pour objet un modele d' etude et 
10 d'identification des systemes biochimiques et cellulaires de la barriere hemato-reti- 
nienne, caracterise en ce qu'il comprend au moins une lignee cellulaire telle que definie 
ci-dessus. 

Outre les dispositions qui precedent, P invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
15 exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre la morphologie des cultures primaires de cellules 
endothelials retiniennes (C), de cellules epitheliales pigmentaires retiniennes (E) et des 
clones immortalises IO/JG2/1 (D) et IO/LD7/4 (F) selon T invention ; 

20 - Ia figure 2 illustre en microscopie electronique a transmission, les 

cellules IO/LD7/4 (A) et IO/JG2/1 (C, E) ; 

- la figure 3 illustre la coloration nucleaire obtenue en presence 
d'anticorps diriges contre Tantigene grand T : IO/JG2/1 (B) et IO/LD7/4 (C) ; 

- la figure 4 illustre l'expression de differents marqueurs endotheliaux 
25 dans les cultures IO/JG2/1 (A-F) ; 

- la figure 5 illustre l'expression comparee de differents marqueurs 
epitheliaux dans les cultures primaires (A, B) et le clone IO/LD7/4 (C, D) , 

- la figure 6 illustre Texpression de la molecule d'adhesion ICAM-1 
(A, B), des antigenes du systeme majeur d'histocompatibilite de classe I (C, D) et de 

30 classe II (E, F), dans le clone IO/LD7/4 en P absence (A, C, E) ou en presence (B, D, 
F) deduction par DFN-y ; 
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- la figure 7 illustre, pour les cellules IO/LD7/4, F expression des 
molecules cT adhesion ICAM-1 (B, barres noires) et VCAM-1 (B, barres hachurees) 
ainsi que des antigenes d'histocompatibilite de classe II I- A (A, noir) et I-E (A, 
hachure) en reponse a FEFN-y de 0 a 5 jours ; 

5 - la figure 8 illustre la migration des lymphocytes T a travers des 

monocouches constitutes des cultures primaires de cellules endothelials retiniennes 
(REC), pigmentaires epitheliales retiniennes (RPE) ou des clones IO/JG2/1 et 
IO/LD7/4 ; 

- la figure 9 illustre des electromyographies de cellules IO/LD7/4 
10 cocultivees avec de la retine dissociee ; les debris de segments externes (ROS) sont 

adjacents aux cellules et retrouves dans les phagosomes (P) ; 

- la figure 10 illustre des cellules IO/LD7/4 cultivees sur des larnelles 
recouvertes de Matrigel® : les cellules montrent une capacite contractile forte, creant 
des lignes de stress dans la matrice ; 

15 - la figure 1 1 illustre la morphologie hexagonale des cellules obtenues 

apres greffe des cellules IO/LD7/4 chez le rat Sprague-Dawley au niveau de la retine ; 

- la figure 12 montre les moyennes et les ecart-types des temps de 
latence des reflexes pupillaires en reponse a un stimulus iumineux, des rats greffes avec 
des cellules RPE primaires (figure 12 A), avec des cellules IO/LD7/4 (figure 12B) et 

20 des animaux controles (operation a blanc) (figure I2C) ; les donnees de la figure 12D 
montrent les reponses d'un rat RCS dystrophique en fonction de Page ; le temps de 
latence moyen d'un rat non-dystrophique est de 0,48 ± 0,04 secondes ; L = oeil gauche 
et R = oeil droit ; 

- la figure 13 illustre les moyennes et les ecart-types de F amplitude 
25 des reponses du reflexe pupillaire a la lumiere des rats greffes avec des cellules RPE 

primaires (figure 13 A), avec des cellules IO/LD7/4 (figure 13B) ou des rats controles 
(figure 13C) , les donnees illustrees a la figure 13D correspondent aux reponses d'un 
rat RCS dystrophique en fonction de Fage ; Famplitude moyenne de reponse d'un 
animal non-dystrophique de 6 mois est de 19,7 ± 5,7 % ; L = oeil gauche et R = oeil 
30 droit ; 

- la figure 14 illustre les modifications d'activite moyenne de rats 
places dans des cages presentant des parois a motifs differents ; rats greffes avec des 
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cellules IO/LD7/4 (barres hachurees), rats contrdle (operation a bianc « sham » ; barres 
blanches) ; blanck = parois unies ; check = parois decorees ; 

- la figure 15 illustre le nombre d'unites actives de champ visuel dans 
le collicule superieur, exprime en pourcentage du nombre total d'enregistrements ; les 

5 cellules IO/LD7/4 et RPE primaires sont capables de ralentir la perte du champ visuel 
chez les animaux greffes, par rapport aux animaux non-greffes {control ou sham) ; 

- la figure 16 represente d'une part, une vue en deux dimensions du 
collicule superieur (figures 16.1 et 16.2, dans lesquelles C = caudal, M = medial, R = 
rostral et L = lateral) et d'autre part, les cartes des champs visuels correspondants de la 

10 retine (figures 16.3 et 16.4, dans lesquelles D = dorsal, N = nasal, V = ventral et T = 
temporal) ; les croix sur la carte du collicule representent les zones a partir desquelles 
aucun enregistrement n'a pu etre obtenu ; les points correspondent aux zones pour 
lesquelles des enregistrements ont pu etre obtenus ; les figures de gauche (figures 16. 1 
et 16.3) representent les enregistrements d'un rat dystrophique de 6 mois : les 

15 enregistrements ont pu etre realises a partir d'une seule unite (zone claire), ce qui est 
typique des animaux de cet age. Les figures de droite (figures 16.2 et 16.4) repre- 
sentent les enregistrements d'un rat, greffe avec des cellules IO/LD7/4, au niveau de la 
retine temporale superieure. On observe une large zone du collicule a partir de laquelle 
des reponses peuvent etre obtenues ; 

20 * 'a figure 17 illustre quelques unes des differences relatives aux 

caracteristiques histologiques (nombre de noyaux dans la couche nucleaire externe : 
figure 1 7 A ; nombre de noyaux dans la couche nucleaire interne : figure 1 7B ; profon- 
deur de la couche plexiforme externe en (|im) : figure 17C ; zone relative (%) de 
retines sauvees par la greffe : figure 17D) des retines de rats greffes avec des cellules 

25 RPE primaires ou des cellules IO/LD7/4. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustration de Tobjet de Tinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere limitation. 
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Exemple 1 : Methodes utilisees pour la caracterisation des cellules immortalisees 
conformes a Pinvention : 

a) Isolement et culture des cellules endotheliales d'aorte de rat 

L'endothelium d'aorte est isole par la methode decrite par 
5 McGUIRE P.G. et al. (Lab. Invest., 1987, 57, 94-105). 

L'aorte de rat est enlevee par dissection, coupee en petits morceaux 
(2-5 mm), qui sont places sur des plaques comprenant 24 puits, recouvertes de colla- 
gene et contenant un milieu de culture de cellules endotheliales, de telle sorte que la 
face luminale des morceaux d'aorte soit en contact avec le collagene. 
io Le milieu de culture RPMI est supplements avec du serum de veau 

foetal a 20 %, un supplement de croissance des cellules endotheliales a 7,5 p.g/ml, de 
1'heparine a 80 |ig/ml, de la glutamine 2 mM, de la vitamine C a 0,5 |ig/ml, de la peni- 
cilline a 100 U/ml et de la streptomycine a 100 )ig/ml. 

Apres 3 jours, les explants sont retires et les cellules adherentes proli- 
15 ferent jusqu'a confluence. A confluence, les cellules ont une morphologie pavimen- 
teuse, caracteristique des vaisseaux endotheliaux, expriment le facteur de Von 
Willebrand et proliferent dans un milieu contenant de la D-valine. 

Les cellules sont utilisee apres trois passages (stade le plus precoce 
pour une utilisation experimentale) 
20 b) Protocole de mise en oeuvre de la microscopie electronique, 

pour Tetude morphologique des differentes cellules obtenues. 

Les monocouches des cellules immortalisees (retiniennes endothe- 
liales et RPE) sont mises en culture dans des plaques contenant 24 puits, jusqu'a 
confluence. Les cellules sont fixees avec un melange de paraformaldehyde a 1 % et de 
25 glutaraldehyde a 3 % dans du cacodylate de sodium 0,1 M-HC1 (pH 7,4) ou dans du 
glutaraldehyde a 2,5 % dans du cacodylate de sodium 0,1 M, tamponne a pH 6,9, par 
Taddition d'acide tannique a 0,5 % (p/v). 

Apres rin?age, 3 fois 5 minutes dans un tampon au cacodylate de 
sodium (pH 7,4), les cellules sont a nouveau fixees pendant 2 heures a 4°C et a Fabri 
30 de la lumiere, dans une solution aqueuse a 1 % de tetroxyde d'osmium, deshydratees, 
en presence d'alcools a difFerents taux (1x10 min 50-90 %, 4x10 min 100 %), incluses 
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dans de 1'araldite et vulcanisees a 60°C pendant 12 heures. Des sections semi-fines (1 
ixm) et ultra-fines sont preparees (50 nm), a I'aide d'un microtome Leica Ultracut S*'. 
Les sections semi-fines sont colorees pour etre observees au microscope, avec du bleu 
de toluidine a 1 % dans de Tethanol a 50% et les sections ultra-fines sont colorees 
5 sequentieliement avec du citrate de plomb a 1 % dans de Tethanol a 50 % et dans du 
citrate de plomb et observees et photographiees avec un microscope electronique a 
transmission JEOL 1010, operant a 80 kV. 

c) Protocole de detection des antigenes de surface endotheliaux 
et epitheliaux par ELISA, immunohistochimie et cytometric de flux 
10 * ELISA : 

Les cellules endothelials retiniennes de rat (culture primaire et 
cellules immortalisees) sont ensemences a densite de confluence sur des plaques 
comprenant 96 puits et qui ont ete prealablement recouvertes de collagene de type IV a 
0,05 %. 

15 Avant Fetalement des cellules, le collagene est fixe dans de la vapeur 

d'ammoniac et les plaques sont lavees deux fois avec du HBSS. Les cellules sont culti- 
vees pendant 3 jours avant leur utilisation experimentale. Apres les traitements experi- 
mentaux, les cellules sont lavees 4 fois dans une solution salee et tamponnee de Hanks 
(HBSS) et fixees avec du glutaraldehyde a 0,1 % dans une solution saline tamponnee 

20 au phosphate (PBS A) pendant 10 minutes a temperature ambiante. 

Les cellules sont lavees avec un tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,5 
pendant 20 minutes a temperature ambiante. Les anticorps primaires sont dilues dans 
100 \il d'HBSS contenant 100 fig/ml d'IgG normales de lapin et 4 mg/ml de serum 
albumine bovine, puis incubes avec les cellules pendant 45 minutes a 37°C. Les cellules 

25 sont lavees 4 fois avec du PBSA contenant du Tween-20 a 0,2 %, puis incubees avec 
une IgG anti-souris biotinylee (1 ;700 ; Amersham) pendant 45 minutes a 37°C. Les 
cellules sont a nouveau lavees 4 fois avec du PBSA contenant du Tween-20 a 0,2 % et 
incubees avec de la peroxydase de raifort-streptavidine (1 :700 ; Amersham) pendant 
45 minutes a 37°C. Les cellules sont lavees 4 fois dans du PBSA contenant du Tween- 

30 20 a 0,2 % et incubees avec 100 )il de tetramethylebenzidine dans un tampon citrate- 
acetate (pH 5) pendant 10 minutes. Les reactions sont arretees par Taddition de 50 fii 
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cTacide sulfiirique 1 M et le produit de la reaction est quantifie (densite optique a 
450 nm). 

* Etudes histochimiques : 

Les cultures primaires et les cellules immortaiisees sont ensemencees 
5 sur des lames (Gibco/BRL) et cultivees a confluence. 

La detection des antigenes de surface est effectuee en lavant les 
cellules dans de PHBSS puis en bloquant a Paide d'HBSS contenant 100 |ig/ml d'IgG 
normale de lapin et 4 mg/ml de serum albumine bovine. 

Les anticorps primaires sont ensuite ajoutes aux cellules non-fixees et 
10 incubees pendant 1 heure sur de la glace, lavees et un deuxieme anticorps biotinyle 
specifique est ajoute et incube pendant 30 minutes. Apres lavage, la streptavidine 
marquee au FITC est incubee avec les cellules pendant 15 minutes. Les cellules sont 
alors fixees, montees et observees sur un Axiophot Zeiss. Pour les antigenes intracellu- 
lars, les cellules sont fixees et permeabilisees comme decrit pour la methode ELISA. 
15 * Cytometric de flux : 

La cytometric de flux des cultures retinales confluentes est realisee 
sur un appareil F AC Scan (Becton-Dickinson). Apres lavage, les monocouches de 
cellules sont dissociees dans THBSS contenant 1 mg/ml de collagenase/dispase et de 
FEDTA a 0,2 % et les cellules sont remises en suspension dans un tampon PBS 
20 5.10 4 cellules/flacon sont incubees pendant 1 heure avec Tanticorps 

prirnaire sur de la glace, suivie par une deuxieme incubation d'l heure avec un anti- 
corps F(ab')2 de lapin anti IgG de souris conjugue au FITC, en presence de serum de 
rat normal a 20 %. Apres 2 lavages, les cellules sont remises en suspension dans du 
tampon PBS et analysees. Les cellules non-colorees sont utilisees pour la calibration et 
25 les cellules colorees uniquement avec le deuxieme anticorps sont utilisees pour etablir 
le bruit de fond. 

d) Protocole pour Fetude de la migration des lymphocytes T a 
travers la monocouche : 

La capacite des cellules immortaiisees a permettre la migration trans- 
30 endotheliale des cellules T specifiques de Tantigene est determinee comme decrit dans 
GREENWOOD J et al. (Immunol., 1993, 80, 401-406). 
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Les cellules T sont ajoutees (2. 10 5 cellules/ml/puits) dans des plaques 
24 puits contenant des monocouches de culture cellulaire primaire ou immortalisees 
endotheliales retiniennes et RPE. 

Les cellules T sedimentent et migrent en 4 heures. Pour evaluer le 
5 taux de migration, les co-cultures sont placees dans un microscope a contraste de 
phase, maintenues a 37°C et a un taux de C0 2 de 5 %. 

Un champ de 200x200 Jim est choisi de maniere aleatoire et enregis- 
tre pendant 10 minutes, reparties sur la periode de 4 heures, a faide d'une camera. Les 
donnees sont exprimees comme le pourcentage de lymphocytes totaux dans un champ 
10 qui ont migre a travers la monocouche ; un minimum de 6 puits/essai est analyse. 

Exemple 2 : Preparation d'une lignee conforme a l'invention : cellules endothe- 
liales retiniennes de rat. 

a) Isolement et culture des cellules endotheliales retiniennes 
Des cellules endotheliales sont derivees de rats Lewis femelles agees 
15 de 4 a 6 semaines et depourvues d'agents pathogenes. Les cellules retiniennes sont 
isolees et cultivees selon les methodes decrites par GREENWOOD J. (J. 
Neuroimmunol., 1992, 39, 123-132) et ABBOTT N.J. et al. (Cell. Sci., 1992, 103, 23- 
37). Ces techniques produisent des cultures primaires dont la purete est superieure a 
95 %. Les retines de rat sont dispersees par digestion enzymatique, les fragments de 
20 microvaisseaux sont separes des cellules seules par centriftigation, qui sont lavees et 
mises en culture dans des flacons recouverts de collagene Le milieu de croissance 
consiste en milieu Ham's F-10 (Sigma) supplement^ avec du serum a 17,5 % 
(Advanced Protein Products Ltd), un supplement de croissance de cellules endothe- 
liales a 7,5 |ag/ml (Advanced Protein Products Ltd), de Theparine a 80 (ig/ml, de la 
25 glutamine 2 mM, de la vitamine C a 0,5 |ig/l, de la penicilline a 100 U/ml et de la 
streptomycine a 100 ^ig/ml. 

Les cultures sont maintenues a 37°C et dans du C0 2 a 5 % ; le milieu 
est remplace tous les trois jours jusqu'a confluence. 

b) Immortalisation des cellules 
30 Un vecteur retroviral contenant le gene grand T S V40, deficient pour 

la replication, obtenu conformement a la technique decrite par P.S. J AT et al. (Mol 
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Cell. Biol., 1986, 1204-1217) est produit en quantite dans des lignees de fibroblastes 
seiectionnees (lignee SVU19.5). 

Ce vecteur retroviral code en particulier pour un antigene grand T 
tsa58, sensible a la temperature, associe au gene codant pour la neornycine, en tant que 
5 marqueur de selection. II est obtenu a partir du surnageant de culture des cellules 
SVU19.5, apres passage a travers un filtre 0,45 \im, pour eliminer les cellules 
productrices. II est ajoute a une culture primaire de cellules endotheliales, telles que 
preparees en a) (transfection). 

200 \x\ de virus dans 2 ml d'un milieu contenant du polybrene a 8 
10 p.g/ml (Aldrich) sont ajoutes aux cellules endotheliales ; le tout est incube pendant 4 
heures a 37°C, dans un incubateur sous atmosphere CO2, en remuant le flacon toutes 
les 15 minutes. 

Apres T incubation, le milieu est elimine et 5 ml de milieu frais sont 
ajoutes ; le tout est remis en culture une nuit. Les cellules sont ensuite maintenues dans 

15 Tincubateur pendant 48 heures. Les cellules sont alors etalees sur un milieu selectif 
contenant de la geneticine a 200 |Xg/ml (G418, Gibco) et les lignees parentales immor- 
talisees sont obtenues par selection des colonies resistantes. Apres clonage par dilution 
limite de la lignee parentale on obtient en particulier le clone IO/JG2/1, selectionne, 
pour une etude plus approfondie. 

20 c) caracteristiques du clone IO/JG2/1 

Ce clone est cultive jusqu'au trentieme passage, sans differences 
morphologiques ou phenotypiques significatives. 

• Morphologie 

Les cultures primaires de cellules endotheliales retiniennes presentent 
25 une morphologie fusiforme, caracteristique de ces cellules (Figure 1C). Le clone 
IO/JG2/1 immortalise conserve cette morphologie caracteristique (figure ID). 

• Apparence ultrastructurale 

L'apparence ultrastructurale du clone IO/JG2/1 (figure 2 : B, C) est 
similaire a celle des cultures primaires. On observe un noyau volumineux avec la 
30 presence d'heterochromatine peripherique ainsi que de nombreux organites cytoso- 
liques, tels que mitochondries, reticulum endoplasmique et polysomes. Les jonctions 
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entre les cellules presenters souvent une interdigitation avec des regions de densite 
cytoplasmique aux points de contact etroits. Les cellules reposent sur une lame basale. 

• Expression de l'antigene grand T tsa58 

Toutes les cellules endothelials immortalisees retiniennes selection- 
5 nees dans le milieu G418 montrent une coloration nucleaire importante avec des anti- 
corps diriges contre Pantigene grand T (figure 3A : IO/JG2/1 ; figure 3B : IO/LD7/4), 
alors qu'aucune coloration n'est observee dans les cellules endothelials des cultures 
primaires. 

• Expression de marqueurs endotheliaux 

10 Le clone IO/JG2/1 exprime un certain nombre d'antigenes specifi- 

ques des cellules endotheliales ; les resultats obtenus sont illustres au Tableau I. 
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Le Tableau I montre en particulier que ce clone exprime notamment 
le facteur de von Willebrand, Tantigene RJECA-1, Tantigene [CAM- 1, dont 
P expression peut egalement etre induite par traitement avec 100 U/ml dTFN-y ou de 
TNFa pendant 24 heures (Tableau I et figures 4 et 6) et Tantigene VCAM-1, apres 
5 induction par les cytokines precitees (200 U/ml dTFN-y ou de TNF pendant 24 heures 
ou 48 heures) (voir Tableau I). 

• Expression de marqueurs endotheliaux specifiques du SNC 

Le Tableau I montre egalement que le clone IO/JG2/1 exprime de 
maniere constitutive un certain nombre de marqueurs specifiques des cellules endothe- 
10 liales du SNC, notamment la P-glycoproteine, GLUT-1, et ie recepteur de la transfer- 
rine (voir Tableau I) ; toutefois, le clone IO/JG2/1 n'exprime pas certains des antigenes 
specifiques des cellules endothelials cerebrales et notamment les antigenes 1A8B et 
2A4, ce qui permet de le differencier de Tendothelium cerebral (Tableau II ci-apres). 

• Comparaison de T expression des antigenes endotheliaux sur les cul- 
15 tures primaires et dans les lignees immortalisees et par rapport aux cellules endothe- 

liales peripheriques. 

Comme precise ci-dessus les cultures primaires d'endothelium reti- 
nien et les clones derives exprimant Tantigene grand T presentent une expression 
constitutive des marqueurs specifiques des cellules endotheliales du SNC, a savoir la P- 

20 glycoprotein^ GLUT-1 et le recepteur de la transferrine (Tableau I), alors que 
Tendothelium aortique n'exprime pas ces antigenes mais exprime Tantigene OX-43, 
considere comme specifique des cellules endotheliales peripheriques ; Tantigene OX-43 
n'est effectivement pas exprime, ni par les cultures primaires, ni par les cultures immor- 
talisees de cellules endotheliales cerebrales et retiniennes (Tableau I). 

25 Ces differentes cultures ont en outre ete criblees par rapport a un 

panel d'antigenes consideres comme specifiques des cellules endotheliales cerebrales. 
Les resultats sont illustres au Tableau II. 
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• Expression des antigenes du systeme majeur d'histocompatibilite 
Toutes les cultures endotheliales presentent une expression constitu- 
tive des antigenes majeurs d'histocompatibilite de classe I (OX- 18, voir Tableau I et 
figures 4, 6 et 7), qui est induite par 100 U/ml d'lFN-y recombinant de rat, pendant 24 
heures. 

Les cultures primaires de cellules endotheliales retiniennes et cere- 
brales aussi bien que les lignees parentales et les clones exprimant Tantigene grand T ne 
presentent pas ou tres peu d'expression des antigenes majeurs d'histocompatibilite de 
classe II. 

Des cultures de cellules endotheliales traitees pendant 24 heures avec 
100 U/ml dTFN-y recombinant uniquement presentent une induction importante de 
certains antigenes de classe II : OX-6 et OX- 17 (voir Tableau I et figure 4). 

• Migration des lymphocytes T a travers la monocouche 

II n'existe pas de difference significative dans la capacite des cellules 
primaires et des cellules immortalisees a supporter la migration T specifique. Le degre 
de migration a travers les monocouches au cours d'un essai d'une duree de 4 heures est 
de 52±5 % pour les cellules endotheliales primaires cerebrates, de 48±4 % pour les 
cellules endotheliales primaires retiniennes et de 54±6 % pour le clone endothelial reti- 
nien IO/JG2/1 (figure 8). 
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Exemple 3 : Preparation d'une lignee conforme a ('invention : cellules epitheliales 
retiniennes de rat. 

a) Isolement et culture des cellules epitheliales pigmentaires reti- 
niennes 

5 Les cellules epitheliales pigmentaires retiniennes de rat sont isolees a 

partir de rats PVG, ages de 6 a 8 jours, conformement a la methode de CHANG et a!. 
(Curr. Eye Res., 1991, 10, 1081-1086). Les yeux sont preleves et les globes intacts 
sont digeres avec de la dispase a 2 %, pendant 30 minutes. Les yeux sont ensuite disse- 
ques, de maniere a retirer la cornee et le corps vitre ; la retine est ensuite isolee et incu- 

10 bee 15 minutes dans un milieu de culture. Apres incubation, des couches de cellules 
retiniennes pigmentaires epitheliales (cellules RPE) sont separees de la neuroretine et 
trypsinisees, de maniere a obtenir une suspension cellulaire. Les cellules sont etalees 
dans des flacons de cultures de tissus et cultivees jusqu'a semi-confluence. Le milieu de 
culture est consume d'un milieu Ham's F-10, supplements avec du serum de veau 

15 foetal a 20 %, de l'HEPES 20 mM, du bicarbonate de sodium a 7,5 %, de la glutamine 
2 mM, de la penicilline a 100 U/ml et de la streptomycine a 100 |ig/ml. Ces cultures 
primaires croissent sous la forme de monocouches pigmentees, positives pour les cyto- 
keratines et I'epitope specifiques des RPE, le RET-PE2 (NEELL et al., Exp. Eye Res , 
1990, 51, 573-583). 

20 b) Immortalisation des cellules 

Elles sont realisees dans les memes conditions que celles exposees a 
Texemple 2, a Texception du temps d'incubation avec le vecteur retroviral, qui est de 2 
heures. Les lignees parentales immortalisees sont obtenues par selection des colonies 
resistantes. Apres clonage par dilution limite de la lignee parentale, on obtient en parti- 

25 culier le clone IO/LD7/4, selectionne pour une etude plus approfondie. 

c) caracteristiques du clone IO/LD7/4 

Ce clone est cultive jusqu'au 52eme passage, sans differences 
morphologiques ou phenotypiques significatives. 
• Morphologie 

30 La morphologie des cellules RPE immortalisees (figure IF) est simi- 

laire a celle des cultures primaires (figure IE). Contrairement aux cultures primaires, 
les cellules immortalisees ne sont pas pigmentees. 
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• Apparence ultrastructurale 

Bien que les cellules immortalisees du clone IO/LD7/4 ne soient pas 
pigmentees, lorsqu'elles sont observees au microscope, le TEN4 revele des corps 
denses ayant V apparence de premelanosomes (figure 2 A). 
5 • Expression de l'antigene grand T tsa58 

Les cellules immortalisees RPE, selectionnees a I'aide de G4I8 
montrent une coloration nucleaire importante en presence d'anticorps diriges contre 
l'antigene grand T (figure 3B), alors qu'aucune coloration n'est observee avec les 
cellules RPE en cultures primaires. 
10 • Expression de marqueurs RPE 

Les cultures primaires de RPE et le clone immortalise IO/LD7/4 
expriment l'antigene specifique des cellules RPE, a savoir RET-PE2 (figure 5). De 
plus, T expression des cytokeratines, qui sont habituellement utilisees pour identifier des 
cellules RPE, sont presentes, au meme degre, aussi bien dans les cultures primaires que 
15 dans les cellules immortalisees, comme cela est illustre dans r analyse en cytometric de 
flux (figure 5). 

• Expression des antigenes du systeme majeur d'histocompatibilite 
Toutes les cultures epitheliales pigmentaires presentent une expres- 
sion constitutive des antigenes majeurs d'histocompatibilite de classe I (OX-18, voir 

20 Tableau I et figures 4, 6 et 7), qui est induite par 100 U/ml d'IFN-y recombinant de rat, 
pendant 24 heures. 

A la fois les cultures primaires et les cellules RPE immortalisees sont 
incapables d'exprimer les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite de classe 
II I-A ou de classe II I-E ; toutefois, apres 5 jours d'activation, il existe une expression 

25 faible mais significative a la fois de I-A (figures 6 et 7) et de I-E. 

• Expression des molecules d'adhesion 

Les cultures cellulaires RPE primaires et immortalisees n expriment 
pas de maniere constitutive le VCAM-1, mais apres 3-5 jours d'activation avec de 
l'lFN-y, on observe des taux faibles d' expression (figure 7). 
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• Migration des lymphocytes T a travers la monocouche 

La migration a travers les monocouches de cellules RPE primaires et 
immortalisees differe de maniere significative : les cellules primaires presentent un 
degre de migration significativement superieur (38±3 %) a celui des cellules immortali- 
5 sees IO/LD7/4 ( 1 7±2 %, p<0,0 1 ) (figure 8). 

d) Phagocytose de segments externes des batonnets par les 
cellules IO/LD7/4 in vitro 

• Methode : 

Des cellules IO/LD7/4 sont cultivees a confluence sur des lamelles 
10 Thermanox^ dans 4 puits de plaques de culture de tissus. Le milieu est aspire et 
remplace par un milieu contenant une suspension de cellules retiniennes adultes disso- 
ciees. 24 heures plus tard, la suspension retinienne est eliminee, puis les lamelles sont 
rincees et traitees pour une observation au microscope electronique. Les cellules sont 
egalement cultivees sur des lamelles recouvertes de Matrigef* rincees, fixees et colo- 
15 rees au cresyl-violet. 

• Resultats : 

La presence de materiel retinien (segments externes de photo- 
recepteurs) dissocie dans les phagosomes peut etre distinguee dans les micrographies 
electroniques de cellules IO/LD7/4. 
20 Des segments externes peuvent etre identifies a la fois, en suspension 

au dessus des cellules RPE primaires et dans les phagosomes. Une fine couche de 
materiel dense electroniquement est observable sous la couche de cellules en culture et 
est interpretee comme correspondant a une membrane basale produite par les cellules 
(figure 9). 

25 Les cellules cultivees sur Matrigef® entrainent une contraction de la 

matrice (figure 10). 

EXEMPLE 4 : Implantation dans I'espace sous-retinien de cellules IO/LD7/4. 

Les cellules RPE immortalisees selon Tinvention sont implantables 
dans Pespace sous-retinien et permettent de sauver les photorecepteurs de la degenera- 
3() tion et constituent une source de production de cellules donneuses particulierement 
avantageuse. 



WO 97/40139 PCT/FR97/00709 

20 

1 Experience pilote : ureffe de cellules IO/LD7/4 a des rats Sprague- 
Dawlev et a des rats RCS . 

• Methodes 

Des cellules immortalisees selon F invention (cellules IO/LD7/4) sont 
5 injectees dans Fespace sous-retinien de 8 rats Sprague-Dawley anesthesies, ages de 12 
semaines et de 6 rats RCS, ages de 4 semaines. 

L'oeil est soumis a une rotation vers ie nez et ancre ; une incision est 
effectuee avec un scalpel tres fin (couteau microchirurgical ayant un angle de 15°) a 
travers les couches sclereuse et choroidale, pour faciliter Finsertion d'une micropipette. 
10 Les cellules (2.10 4 /|nl) sont injectees dans Fespace sous-retinien a Faide d'une micro- 
pipette qui est attachee a une seringue Hamilton de 10 fil. 

La moitie du groupe est traite avec de la cyclosporine par voie orale 
(2,1 mg/rat/ jour), pendant toute la duree de F experience. 

Les rats de chaque groupe sont anesthesies avec une dose letale 
15 d'anesthesique (Euthatal*) puis une perfusion intracardiaque successivement avec du 
PBS et un agent fixateur des tissus est realisee ; les animaux sont alors enuclees. 

Les yeux sont cryoproteges et inclus dans de FOCT l1v (Miles) (agent 
de cryoprotection). 

Des coupes en serie sont preparees (epaisseur de 14 fim) et colorees 
20 au cresyl-violet et avec un anticorps monoclonal dirige contre Fantigene SV40-T et 
contre le PCNA (antigene nucleaire de cellule proliferative). 

• Resultats 

On n 1 observe aucune formation de tumeur dans les yeux (F animaux 
ayant re^u des greffes de cellules IO/LD7/4. 
25 On n'observe aucune reponse immunitaire dans les yeux d'animaux 

qui n'ont pas re<;u un trait ement immunosuppresseur. 

La couche cellulaire epitheliale, dans la plupart des coupes, est simple 
(monocouche) ; toutefois, dans certaines regions, une multicouche est observee. 

Lorsque les blocs ont ete sectionnes « en face », les cellules immorta- 
30 lisees selon F invention, in vivo, presentent les caracteristiques phenotypiques hexa- 
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gonales des cellules RPE primaires, meme si ces caracteristiques sont perdues //; vitro 
(figure 11); cela est evident lorsque le transplant presente plus d'une couche cellulaire. 

La protection des photorecepteurs est observee dans toutes les 
retines de rats RCS qui presentent des greffes de cellules IO/LD7/4. Toutes les coupes 
5 colorees avec les anticorps SV40-T et PCNA sont negatives. 

2. Comparaison entre des greffes de cellules RPE primaires fraiche- 
ment recoltees et des greffes de cellules IO/LD7/4 sur la fonction visuelle . 

• Methodes 

1 1 rats dystrophiques RCS (3-4 semaines) sont greffes soit avec des 
10 cellules RPE primaires, soit avec des cellules IO/LD7/4, par injection dans I'espace 
sous-retinien de chaque oeil, comme decrit en 1. 

Lin groupe separe d'animaux est soumis a une injection de milieu 
uniquement (operation controle). 

a) Evaluation du reflexe pupillaire a la luniiere (RPL) 

15 Le RPL est enregistre 6 mois apres la transplantation a 1'aide d'un 

pupillometre ; les animaux sont testes sous anesthesie (halothane/oxyde d'azote). 

Le stimulus lumineux est presente pendant 3 secondes ; les donnees 
sont collectees a Faide du pupillometre ISCAN et on enregistre la latence et 
Tamplitude de la reponse. 
20 • Resultats 

Le temps de latence des reponses RPL des animaux qui ont rec?u une 
greffe de cellules IO/LD7/4 est significativement plus court que celui des animaux 
ayant re<?u une greffe de cellules RPE primaires ou une injection de milieu (figure 12). 

L'amplitude des reponses presente de grandes variations dans les 
25 differents groupes ; toutefois, un sous-ensemble d'animaux ayant regu des cellules 
IO/LD7/4 montre une plus grande amplitude de reponse que dans les autres groupes 
(figure 13). 

b) Evaluation comporte mental de I acuite visuelle 

Pour evaluer la capacite des rats a detecter des images visuelles, les 
30 rats sont places dans une grande cage, dont les parois peuvent etre changees (parois 
unies ou parois decorees). 
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2 rats sont presents dans chaque cage, pendant le test ; leur activite 
est mesuree pendant 5 minutes. 

Dans un premier temps, 1'animai explore son environnement mais s'y 

habitue. 

5 Dans un deuxieme temps, r activite de I'animai augmente, seulement 

si les parois sont changees ; en effet, si V environnement visuel est le meme, r activite 
n'est pas modifiee. 

L'etendue de Tactivite de I'animai peut en consequence etre utilisee 
comme un index de sa detection et de son acuite visuelles. 
10 • Resultats 

La capacite des rats dystrophiques a detecter les variations de leur 
environnement visuel diminue sur une periode de 3 mois. 

L 1 activite exploratoire des rats greffes avec des cellules IO/LD7/4 est 
importante, lors de la deuxieme partie du test, c'est-a-dire lorsque T environnement a 
15 ete modifie (passage des parois unies aux parois decorees ou vice-versa) (figure 14). 

c) Estimation electrophysiologique 

La tete et les yeux des rats anesthesies sont immobilises par un appa- 
reil de stabilisation et des sutures, respect ivement. Le collicule superieur contralateral a 
Toeil stimule est expose. Les animaux sont adaptes a un niveau lumineux de 0,34 cd/m 2 
20 pendant 1 heure, avant 1'enregistrement, pour permettre revaluation simultanee des 
cones et des batonnets. Le rat est oriente face a un hemisphere translucide (rayon de 55 
cm), de telle maniere que Toeil teste soit au centre. Les stimuli, comprenant une 
lumiere fixe de 10° de diametre et de 5,8 cd/m 2 d'intensite, sont projetes sur la surface 
de T hemisphere. 

25 Differents champs receptifs (multi-unitaires ou uniques) sont enre- 

gistres a partir de la couche la plus superficielle du collicule superieur (CS) (environ 
200 fim de la surface du CS), en utilisant des electrodes en fibre de carbone, recou- 
vertes de verre. 

Les enregistrements prennent en compte V ensemble du CS sur la base 
30 d'un systeme de grille a pas de 200 Jim (figures 15 et 16). 
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• Resultats 

Les axones de la retine se projettent sur le CS d'une maniere precise 
et bien definie ; en consequence, des modifications dans les enregistrements obtenus a 
partir du CS refletent bien les changements intervenus dans la retine (figure 1 5). 
5 Un scotome de petite dimension commence a se developper a 6 

semaines, chez les rats dystrophiques ; il occupe la moitie du champ visuel a 3 mois et 
inclut I'ensemble de la retine a 6 mois. 

Les greffes RPE primaires et IO/LD7/4 ralentissent cette deteriora- 
tion du champ visuel. 
10 Les greffes de cellules IO/LD7/4 apparaissent plus efficaces. 

d) Evaluation morphologique de la prevention de la perte des 
photorecepteurs apres greffe de cellules RPE primaires 

4 yeux ayant re?u soit des cellules RPE primaires, soit des cellules 
IO/LD7/4 ont ete examines. 
15 En utilisant un logiciel d'analyse d'image associe a un microscope 

(DMR Leica), Pepaisseur de chacune des couches cellulaires de la retine est mesuree 
sur les rats dystrophiques ages de 6 mois et Ie nombre de noyaux des couches 
nucleaires internes et externes est compte. 

La proportion de retine sauvee est estimee. 
20 • Resultats 

A 6 mois, on n'observe aucune couche de photorecepteurs chez les 
rats dystrophiques. II existe quelques cellules dans la couche nucleaire interne qui 
peuvent etre considerees comme des vestiges de photorecepteurs. 

Les greffes de cellules immortalisees montrent des regions impor- 
25 tantes de cellules sauvees chez des animaux de 6 mois. 

La proportion de zone retinienne sauvee par les greffes de cellules 
RPE primaires est de 6 % et de 13,8 % avec une couche nucleaire externe (CNE) 
d'une epaisseur egale a 3 etages de noyaux, alors que le pourcentage de retine sauvee 
par les greffes de cellules IO/LD7/4 est de 27,9 % et de 36,3 % avec une CNE d'une 
30 epaisseur egale a 5 etages de noyaux. 
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Une difference importante entre ces coupes est la presence cftine 
couche plexiforme externe distincte dans les yeux greffes avec des cellules IO/LD7/4 
(figure 17). 

3. Migration des cellules IO/LD7/4 in vivo 
5 • Methode 

15 rats dystrophiques, ages de 4 semaines sont greffes avec des 
cellules IO/LD7/4 fluorescentes. 

10 des rats receveurs sont greffes sur les 2 yeux ; les 5 autres rats 
sont greffes uniquement sur un oeil. 
10 Les animaux (2 transplants sur les 2 yeux et un transplants unique- 

ment sur un oeil) sont tues 3,7, 14, 28, 42 et 98 jours apres la greffe, par administra- 
tion d'une dose letale d'anesthesique (perfusion intracardiaque en presence de PBS). 

Les animaux sont enuclees et les yeux sont fixes dans du para- 
formaldehyde a 4 % pendant 6 heures. 
15 Le tissu est cryoprotege et inclut dans de TOTC. 

Des coupes sont preparees (epaisseur de 14 Jim) et 3 series sont 

constitutes. 

La serie A est coloree au cresyl-vioiet , la serie B est coloree avec un 
anticorps anti-microglie ; les series sont examinees en utilisant un microscope a fluo- 
20 rescence. 

• Resultats 

Les cellules marquees sont localisees dans tous les yeux greffes 
jusqu'a 14 jours apres Toperation mais sont plus difficilement identifiables plus tard, en 
raison de Pelimination du marqueur. 
25 Lorsque la coloration est bien visible, les cellules marquees occupent 

jusqu'a 30 % de la retine. 

La coloration au cresyl-violet des coupes adjacentes confirme Taction 
des greffes sur le sauvetage des photorecepteurs chez tous les transplants. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, T invention ne se limite 
30 nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et duplication qui 
viennent d'etre decrits de fa^on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 



BN8DOC1D: <WO_97401 3aA1JL> 



WO 97/40139 



PCT/FR97/00709 



25 

variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 

1°) Lignees immortalisees de cellules de mammiferes, caracterisees 
en ce qirelles sont derivees de cultures primaires retiniennes selectionnees dans le 
groupe constitue par les cellules endotheliales retiniennes primaires et les cellules 
5 primaires epitheliales de retine, en ce qu'elles comprennent un fragment d'acide 
nucleique comprenant au moins un fragment immortalisant d'un oncogene viral 
thermo-sensible, lequel fragment d'acide nucleique est eventuellement associe a au 
moins un gene de selection et en ce qu'elles presentent, de maniere stable, les caracte- 
ristiques morphologiques et au moins les caracteristiques depression des antigenes de 

10 surface des cellules de cultures primaires correspondantes. 

2°) Lignees de cellules selon la revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elles sont derivees de cellules endotheliales retiniennes, presentent au moins les 
caracteristiques morphologiques et d'expression antigenique des cellules endotheliales 
retiniennes de culture primaire. 

15 3°) Lignees de cellules selon la revendication 1, caracterisees en ce 

qu'elles sont derivees de cellules epitheliales pigmentaires de retine et presentent les 
caracteristiques morphologique et d'expression antigenique des cellules epitheliales 
pigmentaire retiniennes de culture primaire et en ce qu'elles sont capables in vivo de 
s'integrer au tissu retinien d'un mammifere hote et de prevenir la perte des photo- 

20 recepteurs. 

4°) Lignees de cellules selon Tune quelconque des revendications 1 a 
3, caracterisees en ce que le fragment d'acide nucleique comprenant au moins un frag- 
ment immortalisant d'un oncogene contient un fragment d'un oncogene grand T de 
SV40 thermo-sensible. 

25 5°) Lignees de cellules selon la revendication 2, denommees 

IO/JG2/1, caracterisees en ce qu'elles ont ete deposees sous le n° 1-1695 en date du 18 
avril 1996 aupres de la Collection nationale de Cultures de Micro-organismes tenue par 
Tlnstitut Pasteur. 

6°) Lignees de cellules selon la revendication 3, denommees 
30 IO/LD7/4, caracterisees en ce qu'elles ont ete deposees sous le n° 1-1694 en date du 18 
avril 1996 aupres de la Collection nationale de Cultures de Micro-organismes tenue par 
Tlnstitut Pasteur 



BNSOOCtD: <WO_97401 3&M JU» 



WO 97/40139 



PCT/FR97/00709 



29 

7°) Lignees cellulaires vectrices, caracterisees en ce qiTelles 
comprennent au moins une lignee cellulaire selon Tune quelconque des revendications 
1 a 6, associee a un vecteur depression comprenant une sequence codant pour un 
polypeptide, une proteine ou un vecteur viral, eventueliement associe a au moins un 
5 gene de selection et eventueliement au moins un gene marqueur et en ce qu'elles sont 
capables in vivo de s'integrer a ia retine et notamrnent a i'espace sous-retinien d'un 
mammifere hote, a prevenir la perte des photorecepteurs et a produire ledit peptide, 
ladite proteine ou ledit vecteur viral. 

8) Modele d'etude et d' identification des systemes biochimiques et 
10 cellulaires de la barriere hemato-retinienne, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
une Hgnee cellulaire selon Tune quelconque des revendications 1 a 7. 

9°) Utilisation des lignees de cellules epitheliales pigmentaires reti- 
niennes immortalisees selon la revendication 3, la revendication 6 ou la revendication 7, 
pour 1'obtention d'un medicament pour le traitement des troubles primaires et secon- 
15 daires ophtalmologiques ou neurologiques. 
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